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(57) Abstract 

The invention relates to new artificial tissues which comprise three-dimensional extracellular matrixes (ECM) in cross-linkable 
structures, cell interaction systems for inducing artificial three-dimensional tissues and which comprise genetically manipulated cells releasing 
immunosuppressive or cell-differentiating factors. The tissues according to the invention are suitable for producing vital transplants and for 
establishing models of diseases. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft neue kunstliche Gewebe, die aus dreidimensionalen extrazellularen Matrizes (ECM) in vemetzbaren 
Strukturen, Zellinteraktionssysternen zur Induktion kttnstlichcr dreidimensionaler Gewebe sowie aus gentechnisch manipulierten Zellen, 
die immunsuppressive oder zelldifferenzierende Faktoren freisetzen, bestehen. Die erfindungsgemafien Gewebe eignen sich zut Herstellung 
vitaler Transplantate und zur Etablierung von Krankheitsmodellen. 
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Neue kunstliche Gewebe, Verfahren zu ihrer HersteKlung und ihre Verwendung 
Beschreibung 

5 Die Erfindung betrifft neue kunstliche Gewebe, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre 
Verwendung sowie Zellinteraktionssysteme zur Induktion kunstiicher Gewebe zum Zwecke 
der Herstellung vitaler Transplantate und zur Etablierung von Krankheitsmodellen. Derartige 
Zellinteraktionskultursysteme fur in vitro Organ- und Gewebemodelle eignen sich zur 
Herstellung dreidimensionaler Zellgewebe mit Hilfe dreidimensionaler Trdgerstrukturen, die 

10 die Bildung einer extrazelluiaren Matrix (ECM) erlauben, aber zundchst selbst noch keine 
ECM aufweisen. Die enge Interaktion artifizieller Gewebe ermbglicht den Aufbau von 
Model ten fur Erkrankungen, wobei an den Grenzzonen Zeil- und Matrixverdnderungen 
durch Su&ere Einflusse, z.B. durch Medikamentengabe, gepruft werden konnen. 
Es sind zahlreiche Zellkuitursysteme bekannt, in denen eine extrazelluldre Matrix (ECM) 

is beschrieben worden ist. So wird in der Patentschrift DE 3410631 ein tmplantationsmaterial 
zur Wiederherstellung defekter Knorpel oder Knochen vorgestellt, das entweder in Getform 
Oder eingebettet in naturtiches oder kunstliches Knochenmaterial vorliegt. Das Gel enthSIt 
embryonale artspezifische Chondrozyten oder Mesenchymzellen und vorzugsweise auch 
eine extrazellulSre Matrix von Chondrozyten und Wachstumshormone. In der US (US- 

20 Patentschrift) 4801299 werden Korperimplantate in Form einer extrazelluiaren Matrix auf 
der Basis von Kollagen vorgeschlagen. 

Eine Methode zur Geweberegenerierung mit Hilfe einer extrazelluiaren Matrix-lnduktion 
bildet den Gegenstand der US 4935000. Extrazelluldre Matrizes finden weiterhin im 
Zusammenhang mit der Wiederherstellung der menschlichen Haut, kosmetischen 
25 Kompositionen (US 5055298) sowie auf Kollagen- Oder Fibronektin-Basis zum Anheften 
von T-Zellen (US 5188959 und 5354686) Verwendung. Kollagen (Typ I) als Grundmatrix fur 
die stationare Phase bipolar adhdrierter Hepatozyten einer Zellkultur wird in der DE 
4336399 beschrieben. 

Die funktionelle Immobilisierung von Enzymen, Proteinen und ganzen Zellen auf festen, 
30 biokpmpatiblen Trdgemnaterialien mittels elektrostatischer Wechselwirkung zwischen der 
Oberfldchenbeschichtung des FestkOrpers und dem zu fixierenden Adsorbat bildet den 
Gegenstand der DE 4323487. In der WO 92/20780 (DE 4116727) wird die gleichzeitige 
Kultivienjng unterschiedlicher SSugerzellen, die separate Gewinnung verschiedener 
Saugerzellprodukte sowie die Modeliierung von Organwechselwirkungen auf humoraler 
35 Ebene beschrieben. 
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Bei der Herstellung von Implantaten sind Verfahren bekannt geworden, die von 
Polymerfaserbundeln aus resorbierbarem Material ausgehen, auf das isolierte und 
vermehrte Zellen gebracht und die Bundel implantiert werden. In der WO 90/12603 werden 
dreidimensionale Tragerstrukturen genannt, die in der Form des zu ersetzenden Organs 
5 ausgebildet und mit den gewCinschten Zellen versetzt sind. Bei dreidimensionalen 
Tragerstrukturen besteht jedoch die Schwierigkeit, die Zellen im Inneren des Implantates 
ausreichend mit NShrstoffen zu versorgen. 

Mit der DE 4306661 wird die Herstellung eines Implantates aus Zellkulturen beansprucht. 
Demnach werden Knorpelzellen auf eine resorbierbare, vorgeformte, dreidimensionale 

io TrSgerstruktur - die der gewCinschten Struktur des Implantates entspricht - gebracht und die 
Struktur mit einem Material ummantelt, durch das eine NShrldsung diffundieren kann. Auf 
diese Weise ISGt sich durch ein Aneinanderbinden von Zellen eine interzellul&re Matrix 
ausbilden. Das kunstlich hergestellte Knorpelgewebe ist wdhrend und nach einer 
Transplantation einer Reihe von negativen Einflussen ausgesetzt, die eine langfristige 

15 Stability des Gewebes getehrden (Buja-J et al. ( Ann-Rheum-Dis. 1994 Apr. 53(4): 229-34). 
Besonders wichtig ist dies z.B. bei Patienten, die unter Arthrose Oder rheumatoider Arthritis 
leiden. Hier mu& das implantierte Gewebe den krankhaft degenerativen und entzundlichen 
Prozessen lokal entgegenwirken. 

Es sind mehrere Verfahren zur Herstellung transplantierbarer Knorpelersatzgewebe 
20 bekannt (Vacanti CA et al., Plastic and Reconstructive Surgery, 8:753-759, 1991; Sittinger 
M. et al., Biomaterials 1994, 15:451-456). 

Es sind auch Moglichkeiten beschrieben worden, Zellen der Gelenkinnenhaut ex vivo mit 
vorwiegend antientzundlichen Genen auszustatten und dann wieder zu implantieren 
(Evans, C. H. and P. D. Robbins, 1994: Gene therapy for arthritis. In Gene therapeutics: 
25 Methods and applications of direct gene transfer. J. A. Wolff, editor. Birkhauser, Boston, 
312-343). 

Der Erfmdung liegt die Aufgabe zugrunde, neue kunstliche Gewebe zur Verfugung zu 
stellen, Verfahren zu ihrer Herstellung zu entwickeln und ihre medizinische Anwendung zu 
ao enmbglichen. 

Die Aufgabe wurde durch die Bereitstellung neuer kunstlicher interagierender Gewebe 
geldst, die aus neuen dreidimensionalen extrazellularen Matrizes (ECM) in vemetzbaren 
Strukturen, Zellinteraktionssystemen zur Induktion kunstlicher dreidimensionaler Gewebe 
sowie aus gentechnisch mantpulierten Zellen, die immunsuppressive oder 
35 zelldifferenzierende Faktoren freisetzen, bestehen. 
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Erfindungsgemda warden Zellinteraktionssysteme zur tnduktion kunstlicher 
dreidimensionaler Gewebe derail eingesetzt, dafc Kulturen, die eine extrazellulare Matrix 
besitzen Oder entwickeln, miteinander uber Membranen verbunden sind Oder in direktem 
Kontakt stehen oder miteinander vermengt sind. So erfolgt die Induktion eines artifiziellen 

5 Zeltgewebes zu z.B. Knorpel- oder Knochengewebe durch transfizierte Zellkulturen Oder 
dreidimensionale Kulturen von Periost- Oder Perichondriumzellen. Die Aufgabe, eine 
Stabilisieaing der Transplantate zu erreichen, wurde durch eine genetische Manipulation 
von Zellen gelttst, insbesondere dadurch, daS menschliche Zellen mit bestimmten Genen, 
z.B. bone morphogenic protein, lnterleukin-1-Rezeptor-Antagonist oder TGF-S ausgestattet 

10 und danach zu einem neuen Knorpelgewebe gezuchtet warden. 

Die Erfindung besteht in einer Kombination neuer und bekannter Elemente, die derart 
zusammenwirken, dafc Produkte mit neuen und verbesserten Eigenschaften entstehen. 
Das erfindungsgemaae Zellinteraktionssystem (Figur 1) besteht aus der NShrtosung/ dem 
Kuhlbehdtter 1, der Tropfenbildungskammer 2, der Mischungskammer 3, der 

15 Perfusionskammer 4 (mit WSrmeplatte), der Mengenmessungseinrichtung 5 (optische 
Kontrolle), der Probeentnahme 6, der Mediumauslaufkammer 7 und dem Interface/ PC 8. 
Erfindungsgemau werden dreidimensionale Zellgewebe mtt Hiife dreidimensionaler 
TrSgerstrukturen, z.B. resortoierbare Polymervliese, hergestellt. Fur die Herstellung eines 
Knorpelgewebes z.B. werden entdifferenzierte (vermehrte) Knorpelzellen oder 

20 undifferenzierte mesenchymale Vortduferzellen verwendet. Differenzserte Knorpelzellen 
vom Patienten stehen normalerweise nur in geringer Menge (operativer Eingriff notwendig) 
zur Verfugung. 

Urn ein differenzierendes Mikromilieu zu schaffen, wird a) eine undifferenzierte 
Zellsuspension mit kdrpereigenen Zellen oder Zellaggregaten eines definierten 

25 (differenzierten) Phanotyps gemischt, werden b) definierte (z.B. differenzierte) oder 
genetisch manipulierte kdrperfremde Zellen in einem Gel oder Vltes suspendiert und urn 
das Gewebe herum bzw. direkt an das zu differenzierende Gewebe gelagert. 
Die Anordnung dieses Verfahrens stent eine definierte Kontaktzone zwischen zwei 
artifiziellen dreidimensionalen Zellgeweben her. Diese Kontaktzone dient ais Testsystem fur 

ao Erkrankungen. An den Grenzzonen kdnnen Zell- und Matrixverdnderungen, z.B. bei der 
Gabe von Medikamenten, geprtift werden. 

Die erfindungsgemd&en Interaktionszellkultursysteme eignen sich zur Verwendung als in 
vitro Organ- und Gewebemodelle. 

Ubenraschenderweise hat sich herausgestellt, daG z.B. die Induktion eines artifiziellen 
35 Zellgewebes zu Knorpel- oder Knochengewebe durch transfizierte Zellkulturen oder 
dreidimensionale Kulturen von Periost- oder Perichondriumzellen, die eine extrazellulare 
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Matrix entwickeln Oder besitzen, den Aufbau von Modellen fur Erkrankungen erlauben, bei 
denen insbesondere die extrazelluldre Matrix eine Rolle spielt. Die Verwendung der neuen 
interagierenden kunstlichen Gewebe besteht in der Herstellung vitaler Transplantate, die 
zur in-vitro Simulation pathogenetischer und infekti6ser Prozesse, zur Etablierung von 
Krankheitsmodellen und zur Testung von Wtrkstoffen geetgnet sind. 

Figur 2 zeigt Zed- und Gewebeanordnungen 
Serielle Kultur: Faktoren aus dem Gewebe (links) wirken auf das Gewebe rechts. 

Der Faktor aus dem Gewebe rechts wirkt nicht auf das Gewebe links. 
Sandwich-Kultur: Zwei oder mehrere kunstliche Gewebe Itegen ubereinander Oder 

aneinander (Kontaktzonen). 
Integrierte Kultur Dabei handelt es sich um eine Mischung unterschiedlicher 

Zellen zum Zwecke der Differenzierung eines Gewebes. 
FJie&ende Zellen: Ein Gemisch suspendierter Zellen (z.B. Lymphozyten Oder auch 

Mikroorganismen) stromen entlang eines artifiziellen Gewebes (z.B. 

Endothel) und haften dort an, wenn die Zellen passende Rezeptoren 

exprimieren. 

Figur 3: 

- oberes Bild: Der Zweck der Zellmischung besteht darin, mit den wenigen differenzierten 
bzw. differenzierenden Zellen mGglichst viele der undifferenzierten Zellen zu differenzieren. 
80% der undifferenzierten mesenchymalen Zellen und 20% der differenzierten 
Knorpelzellen befinden sich zusammen in einem Gewebe (Gewebe 1). 

Kbrperfremde oder genetisch manipulierte Zellen werden, wenn sie differenzierende 
Faktoren produzieren, um das Gewebe 1 herum angeordnet. 

- unteres Bild (Kontaktzone): Bei der rheumatoiden Arthritis zerstoren synoviale Zellen in 
den Gelenken der Patienten den Gelenkknorpel, indem seine Oberfldche und extrazellulare 
Matrix zerstdrt werden und schlie&lich synoviale Zellen in den Knorpel eindringen. 

Die erfindungsgemati stabilisierten transplantierbaren Knorpelgewebe bestehen aus einer 
neuen extrazelluldren Matrix (ECM) in dreidimensionalen Strukturen, aus vermehrten 
Knorpelzellen, aus vemetzbaren / polymerisierbaren Polypeptiden oder Polysacchariden 
und aus Zellen, die aufgrund gentechnischer Manipulation Matrixmolekule, 
immunsuppressive oder zelldtfferenzierende Faktoren freisetzen. ihre Strukturen sind aus 
dreidimensionalen Faserstrukturen, dreidimensionalen Geweben, aus Fibrin und aus einer 
das kunstliche Knorpelsystem umgebenden semipermeablen Membran zusammengesetzt. 
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Eine gewunschte Form setzt sich z.B. aus einem Silicon-Negativ, Faserwolle Oder 
Faserstaikturen aus resorbierfoaren Polymeren, wie a-Hydroxysauren und die 
semipermeable Membran aus Polyelektrolytkomplexen, wie Polylysin Oder Hyalurons£ure 
zusammen 

Die Verfahren zur Herstellung von transplantierbarem Knorpelgewebe bestehen darin, daft 
polymerisierbare Lbsungen enthaltende Knorpelzellsuspensionen und gentherapeutisch 
verSnderte Zellen in dreidimensionale Strukturen gefulit, mit Thrombin oder 
polymerisationsinduzierenden Faktoren verfestigt, die Zelien in dieser dreidimensionalen 
Struktur eine neue extrazellulSre Matrix (ECM) produzieren und das Knorpelsystem mit 
einer semipermeablen Membran umgeben wird. 

Die polymerisierbaren Ldsungen bestehen aus vemetzbaren / polymehsierbaren 
Polypeptiden Oder Poiysacchariden und die verdnderten Zellen aus solchen, die aufgrund 
gentechnischer Manipulation Matrixmolekule, rmmunsuppressive oder zelldifferenzierende 
Faktoren freisetzerv 

Als Polypeptid wird Fibrinogen in der Weise eingesetzt, da& fibrinogenhaltige 
Zellsuspensionen in Strukturen aus dreidimensionalen Faserstaikturen oder aus 
dreidimensionalen Geweben gefulit und mit Thrombin verfestigt werden. 
Das Fibrinogen wird aus dem Patienten gewonnen, von dem die Zellen stammen und/oder 
in den das dreidimensionale Knorpelgewebe implantiert werden soli. 

Erfindungsgemda werden alle oder ein Teil der Zellen mit einem oder mehreren der 
folgenden Gene gentherapeutisch verdndert: TGF-&, bone morphogenetic proteins. 
Morphogene, Rezeptoren fur Morphogene, antiinflammatorische Zytokine, 
Zytokinantagonisten, wie IL-1- Antagonisten, IL-1-Rezeptorantagonist, TNF-Antagonisten 
oder mit Proteaseinhibitoren (TIMP, PAI). 

Dabei lassen sich verschiedene Zellen mit jeweils nur einer genetischen Manipulation Oder 
mehrere Zellen mit verschiedenen genetischen Manipulationen mit unveranderten Zellen 
kombinieren. Die eingebrachten Gene werden vorubergehend oder permanent exprimiert. 
Uberraschenderweise lassen sich Formgebung und genetische Manipulation einsetzen, urn 
eine Polarisierung, basterend auf einer ungleichen Verteilung von genetisch manipulierten 
Zellen und unveranderten Zellen, zu erreichen. 

Ein weiteres Merkmal der Erfmdung besteht darin, da a genetisch manipulierte und 
unveranderte Zellen in getrennte kunstliche Gewebe eingebracht und geformt und zu einem 
Gesamtgewebe kombiniert oder geformte Gewebe mit genetisch manipulierten Zellen und 
Gewebe mit unveranderten Zellen schichtweise oder durch Umhullung Oder zwei bzw 
mehrere Gewebe mit jeweils verschiedenen genetischen Manipulationen schichtweise oder 
durch Umhullung kombiniert werden. 
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Gewebe, die genetisch manipulierte Zellen enthalten, iassen sich mit Geweben, die 
genetisch unvertnderten Zellen enthalten, kombinieren. 

Die erfindungsgemdG hergestellten Knorpelgewebe besitzen insbesondere 
immunsuppressive Eigenschaften. 
5 Es hat sich uberraschenderweise herausgestellt, daft die erfindungsgema&e 
Vorgehensweise zum in vivo Schutz und zur in vivo Ertialtung in vitro hergesteilter 
Knorpelgewebe geeignet ist und da& die erfindungsgema&en Knorpelgewebe zur Therapie 
von Knorpelschiden bei Patienten mit rheumatoider Arthritis eingesetzt werden kbnnen. Es 
ist femer uberraschend, dad die erfindungsgemda eingesetzte semipermeable Membran, 
10 mit der die hergestellte Knorpelgewebe vor, wdhrend und einige Zeit nach der Implantation 
umgeben werden, Schutz bieten vor immunologischen und dedifferenzierenden 
ReaktivitSten. 

Die Erfindung soil anhand von Ausfuhrungsbeispielen nSher erlSutert werden. 

15 

AusfUhrungsbeisplele 

Beispiel 1: Dreidimensionales Zellgewebe 

20 Ein dreidimensionales Zellgewebe wird mit Hilfe dreidimensionaler Tragerstrukturen 
(resorbierbares Polymervlies) hergestellt. Fur die Herstellung eines Knorpelgewebes 
werden (a) entdifferenzierte (vermehrte) Knorpelzellen Oder (b) undifferenzierte 
mesenchymale Vorlduferzelten verwendet. Die in der Vliesstruktur zu verteilenden Zellen 
werden dabei erst in einer Fibrinogenlbsung suspendiert. Die Zellsuspension wird in den 

25 Vliestr&ger gefullt und durch Thrombinzugabe verfestigt. 

Beispiel 2: Differenzierendes Mikromilieu 

Urn ein differenzierendes Mikromilieu zu schaffen, wird (A) eine undifferenzierte 

Zellsuspension mit kdrpereigenen Zellen Oder Zellaggregaten eines differenzierten 
30 PhSnotyps 5:1 gemischt, (B) differenzierte - aber kdrp>erfremde • Zellen in einem Gel Oder 

Polymervlies suspendiert und rund um das Gewebe bzw. direkt an das zu differenzierende 

Gewebe angelagert. 

Das differenzierende Mikromilieu kann 

1. durch differenzierte Knorpelzellen 
35 2. mit BMP (bone morphogenetic protein) transfizierten Zellen 
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3. mit alien Zellen (Periost und Perichondriumzellen), Geweben (Periost, Synovia) oder 
Gewebekomponenten (Matrix), die parakrin Knorpel-differenzierende Faktoren produzieren 
oder freisetzen, 

geschaffen werden. Derzeit bekannte Faktoren sind z.B. bone morphogenetic proteins, 
cartilage drived morphogenetic proteins, transformig growth factor beta (Luyten, F.P. et al., 
Acta Orthop. Belg., 58 Suppl. 1 (1992) 263-267; Exp. Cell Res. 1994, 210: 224-9; Chang, 
S.C. et al., J. Biol. Chem. 1994, 269: 28227-28234). 

Die Anordnung dieses Verfahrens stellt eine definierte Kontaktzone zwischen zwei 
artifiziellen dreidimensionaten Zellgeweben her. 

Beispiel 3: Modell Rheumatoide Arthritis 

Aggressive Zellen aus der Synovia eines Patienten mit rheumatoider Arthritis (3D-Gewebe 
1) invadieren das Knorpelzellgewebe (3D-Gewebe 2) in vitro. 

Beispiel 4: Knorpelgewebe 

Vermehrte Knorpelzellen oder mesenchymale VortSuferzellen unterschiedlichen Reifungs- 
und Differenzierungsgrades werden in einer Fibrinogenlosung suspendiert, die 
Zellsuspension in einem resorbierbaren Polymervlies verteilt, Faktoren oder Komponenten 
der entsprechenden extrazellulfiren Matrix, die dem Wachstums- und 
Differenzierungsprozefc fdrderlich sind, zugesetzt und durch Thrombinzugabe verfestigt und 
einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt. 

Beispiel 5: Knochengewebe 

Zellen osteogenen Ursprungs unterschiedlichen Reifungs- und Differenzierungs-grades 
oder mesenchymale Vorlduferzellen werden in einer Fibrinogenlosung suspendiert, die 
Zellsuspension in einem resorbierbaren Polymerkonstukt verteilt, Faktoren oder 
Komponenten der entsprechenden extrazellulSren Matrix, die dem Wachstums- und 
DifferenzierungsprozeB fdrderlich sind, zugesetzt und durch Thrombinzugabe verfestigt und 
einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt. 

Beispiel 6: Modell "Rheumatoide Arthritis / in-vitro Pannusgewebe" 

Zellen der Synovialmembran eines Patienten mit rheumatoider Arthritis (3D-Gewebe 1) 
treten wie im Beispiel 3 mit Knorpelzellgewebe (3D-Gewebe 2) in vitro in Wechselwirkung. 

Beispiel 7: Transplantation von kunstlich hergestelltem Knorpelgewebe zur Therapie von 
KnorpelschSden bei Patienten mit rheumatoider Arthritis 



WO 97/15655 



PCT/DE96/02025 



Mesenchymal Zelien einer Gewebeprobe eines Patienten warden in vitro ausreichend in 
Monolayerkultur venmehrt und teitweise mit einem Gen fur BMP (bone morphogenetic 
protein) transfiziert Die Zelien werden in einer fibrinogenhaltigen Lbsung suspendiert und 
dann in eine Tragerstruktur gebracht (z.B. resorbierbare Polymervliese aus Polylaktid und 
Polyglykolid). Die Suspension wird dann in der Struktur durch Thrombinzugabe verfestigt. 
Das Gewebe kann sofort Oder nach einer in vitro Reifung in das Gelenk des Patienten 
transplantiert werden. 

Beispiel 8: Andere kunstliche Gewebe - Knochen, Leber, Niere, Gefa&e, Haut 
Vergleichbar zu Beispiel 1 wird ein Teil der Zelien mit einem gewunschten Gen manipuliert 
und diese gentherapeutisch verSnderte Population unter Verwendung von TrSgeretrukturen 
und Fibrin in eine bestimmte Form gebracht. Dieser Struktur werden dann genetisch 
unveranderte Zelien ebenfalls unter Verwendung fonmgebender Strukturen angelagert, so 
daft ein Diffusions- und darnit Wirkungsgradient fur gentechnisch eingebrachte Wirkstoffe 
auf die unbehandelten Zelien einwirken kann. Dies dient zur Polarisierung der in vitro 
hergestellten Gewebestrukturen vergleichbar der Polarisierung tm nativen Gelenkknorpel. 
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PatentansprUche 

1. Neue kunstliche Gewebe, bestehend aus neuen dreidimensionalen extrazellulSren 
Matrizes (ECM) in vemetzbanen Staikturen, Zellinteraktionssystemen zur tnduktion 
kunstlicher dreidimensionaler Gewebe sowie aus gentechnisch manipulierten Zellen, die 
immunsuppressive Oder zelldifferenzierende Faktoren freisetzen. 

2. Gewebe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& die Zellinteraktionssysteme 
zur Induktion kunstlicher dreidimensionaler Gewebe aus Kulturen bestehen, die eine 
extrazelluldre Matrix besitzen Oder entwickeln, miteinander uber Membranen verbunden 
sind Oder in direktem Kontakt stehen Oder miteinander vermengt sind. 

3. Gewebe und Zellinteraktionssysteme nach Anspmch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
da& zur tnduktion eines artifiziellen Zellverbandes zu Knorpel- Oder Knochengewebe 
genetisch manipulierte Zellen oder dreidimensionale Kulturen von Periost- Oder 
Perichondriumzellen in einem differenzierenden Mikromilieu eingesetzt werden. 

4. Verfahren zur Herstellung neuer kunstlicher Gewebe mit Hilfe von 
Zellinteraktionssystemen, dadurch gekennzeichnet, daft vermehrbare Zellen 
unterschiedlichen Reifungs- und Differenzierungsgrades suspendiert, die Zellsuspension 
in einem resorbierbaren Polymervlies verteilt, Faktoren Oder Komponenten der 
entsprechenden extrazeilulSren Matrix, die dem Wachstums- und 
Differenzierungsprozefc fbrdertich sind, zugesetzt und einem differenzierenden 
Mikromilieu ausgesetzt werden. 

5. Verfahren zur Herstellung neuer Gewebe nach Anspmch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daft zur Gewinnung eines Knorpelgewebes mit Hilfe des Zellinteraktionssy stems 
vermehrte Knorpelzellen Oder mesenchymale VorlSuferzellen unterschiedlichen 
Reifungs- und Differenzierungsgrades in einer FibrinogenlGsung suspendiert, die 
Zellsuspension in einem resorbierbaren Polymervlies verteilt, Faktoren oder 
Komponenten der entsprechenden extrazeiluldren Matrix, die dem Wachstums- und 
DifferenzierungsprozeS fttrderiich sind, zugesetzt, durch Thrombinzugabe verfestigt und 
einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt werden. 

6. Verfahren zur Herstellung neuer Gewebe nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dad zur Gewinnung eines Knochengewebes mit Hilfe des Zellinteraktionssystems Zellen 
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osteogenen Ursprungs unterschiedlichen Reifungs- und Differenzierungsgrades Oder 
mesenchymal Voriiuferzellen in einer Fibrinogenlosung suspendiert, die 
Zellsuspension in einem resorbierbaren Polymerkonstrukt verteilt, Faktoren Oder 
Komponenten der entsprechenden extrazellularen Matrix, die dem Wachstums- und 
Differenzierungsprozefc fttrderfich sind, zugesetzt, durch Thrombinzugabe verfestigt und 
einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da& zur Erzeugung eines 
differenzierenden Mikromilieus eine Suspension voher vermehrter, undifferenzierter 
Zellen mit autologen Zellen Oder Zelfaggregaten eines definierten Phanotyps gemischt 
und in direkten Kontakt mit einem Gel Oder Polymerviies, das differenzierte, 
kdrperfremde Zellen enthStt, gebracht wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da& das differenzierende 
Mikromilieu 

a) durch differenzierte Knorpelzellen 

b) mit BMP (bone morphogenetic protein), TGF Oder verwandte Faktoren 
produzierende Zellen, wobei diese in unterschiedlicher Weise zweckentsprechend 
genetisch manipuliert sein konnen, 

c) durch alle Zellen (z.B. Periost- Oder Perichondriumzellen), Gewebe (Periost, 
Synovia) Oder Gewebekomponenten (Matrix), die knorpeldifferenzierende Faktoren 
produzieren oder freisetzen, 

erzeugt wird. 

9. Verwendung neuer interagierender kunstlicher Gewebe nach Anspruch 1 bis 6 zur 
Herstellung vitaler Transplantate, zur in-vitro Simulation pathogenetischer und infektibser 
Prozesse, zur Etablierung von Krankheitsmodellen und zur Testung von Wirkstoffen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da& zur Etablierung eines 
Modells "Rheumatoide Arthritis / in-vitro Pannusgewebe" Zellen der Synovialmembran 
eines Patienten mit rheumatoider Arthritis (30Gewebe 1) mit Knorpelzellgewebe (3D- 
Gewebe 2) in vitro in Wechselwirkung treten. 
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Figur 3 
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Vlies Gewebe 1 




Tii r ^ r T WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

rL A Internationales Bttro t „ n —,, * ^ T^tt? 

TNTFR NATION ALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DIE 
l^RNATONALi ZU^NMENARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklasslftkation 6 : 

C12N 5/00, A61K 35/32, 
C12Q 1/00 



A3 



(11) Internationale VerdfTenUichungsnununer: WO 97/15655 

I.Mai 1997 (01.05.97) 



(43) Internationales 

Veroflentlichungsdatum: 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE96/02025 

(22) Internationales Anmeldedatum: 18. Oktobcr 1996 (18.10.96) 



(30) Prioritatsdalen: 

195 40 487.4 

196 32 404.1 



20. Oktobcr 1995 (20.10.95) DE 
2. August 1996 (02.08.96) DE 



(71)(72) Anmelder und Erfinder: SITTINGER, Michael [DE/DE]; 
Alt-Buckow 42c, D-12349 Berlin (DE). SCHULTZ, 
Olaf [DE/DE); Steinstrasse 10, D-10119 Berlin (DE). 
BURMESTER. Gerd, R. [DE/DE]; Tullerweg 7, D- 
12277 Berlin (DE). HAUPL, Thomas [DE/DEJ; Am 
Schutzenwaldchen 59, D- 15537 Erkner (DE). 

(74) Anwalt: WEHLAN, Helmut; Oderstrasse 21, D-10247 Berlin 
(DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH. DE DK, ES, FI, FR, GB. GR, IE, IT, LU, MC. NL, 
PT, SE). 



VerSfTentlicht 

Mit internationatem Recherchenbericht. 
Vor Ablauf der fur Anderungen der Ansprucne 
zugelassenen Frist. Veroffentlichung wird wiederholt falls 
Anderungen eintreffen. 

(88) Veriiffentllchungsdatum des international en Recherchen- 
berichts; 12. Juni 1997 (12.06.97) 



(54) Title: NEW ARTIFICIAL TISSUE, METHOD FOR THE PRODUCTION AND THE USE THEREOF 

(54) Bezeichnung: NEUE KONSTLICHE GEWEBE. VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG UND IHRE VERWENDUNG 

(57) Abstract 

The invention relates to new artificial tissues which comprise three-dimensional extracellular matrixes (ECM) in ™ss.lintobte 
struck cX«S-^ inducing artificial three^imensional tissues and which comprise 

immunosuppressive or cell-differentiating factors. The tissues according to the invention are suitable for producing vital transplants and for 
establishing models of diseases. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft neue kOnstliche Gewebe. die aus dreidimensionalen exttazellularcn Malrizes (ECM) in vem^aren 
Strukturen Zellinteraktionssystemen zur Induklion kUnstlicher dreidimensionaler Gewebe sow.e aus gen.echn.sch man.pu erter Ze en 
dfc iC^upprlSve Oder zelldifferenziercnde Faktoren freisetzen. bestehen. Die erfindungsgemaBen Gewebe e.gnen s.ch zur Herstellung 
vitaler Transplantate und zur Etablierung von Krankheitsmodellen. 







LED1GLICH ZUR INFORMATION 








Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die intemationale 


Anmeldungcn gemass dcm PCT veroffentlichen. 








AM 


Anneni«n 


GB 


Vereinigtes Kftnigreich 


MX 


Mexiko 


AT 


Gscerreich 


GE 


Georgien 


NE 


Niger 


AU 


Australia! 


GN 


Guinea 


NL 


Niederlande 


BB 


Barbados 


GR 


Griechenland 


NO 


Norwegen 


BE 


Bclgien 


HU 


Ungam 


NZ 


Neuseeland 


BF 


Burkina Faso 


IE 


Irland 


PL 




BG 


Bulgarian 


IT 


Italian 


PT 


Portugal 


Bj 


Benin 


JP 


Japan 


RO 


Rumanten 


BR 


Brasilien 


KE 


Kenya 


RU 


Russische Federation 


BY 


Belarus 


KG 


Kirgisistan 


SD 


Sudan 


CA 


(Canada 


KP 


Demokratische Volksrepublik Korea 


SE 


Schweden 


CF 


Zenirale Arrikanische Republik 


KR 


Republik Korea 


SG 


Singapur 


CG 


Kongo 


KZ 


Kasachstan 


SI 


Slowenien 


CH 


Schweiz 


LI 


Liechtenstein 


SK 


Slowakei 


CI 


Cote d*I voire 


LK 


Sri Lanka 


SN 


Senegal 


CM 


Kamerun 


LR 


Liberia 


sz 


Swasiland 


CN 


China 


LK 


Litauen 


TO 


Tschad 


cs 


Tschechosiowakei 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


cz 


Tschechische Republik 


LV 


Lett land 


TJ 


Tadschikistan 


DF. 


Deutschland 


MC 


Monaco 


TT 


Trinidad und Tobago 


DK 


Dine mark 


MD 


Republik Moldau 


UA 


Ukraine 


EE 


Est land 


MG 


Madagaskar 


UG 


Uganda 


ES 


Span ten 


ML 


Mali 


VS 


Vereinigte Staaten von Amerika 


FI 


Finnland 


MN 


Mongolei 


UZ 


Usbekisian 


FR 


Frankreich 


MR 


Maurctanien 


VN 


Vietnam 


GA 


Gabon 


MW 


Malawi 







INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter rial Application No 

PCT/DE 96/02025 



A . p c L A^ C12Q1/00 



According to International Patent Classification (IPC) of to both national classification and IPC 



Minimum documentation 

IPC 6 C12N 



(classification system followed by classification symbols) 
Documents searched other than minimum documentation to the extent that such documents are 33 in the Gelds searched 



: data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



1 r nnniMFNT?; CONSIDERED TO BE RELEVANT . , 


1 Category* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant 10 claim No. 


X 


EP 0 358 506 A (MARROW TECH INC) 14 March 
1990 

see page 6, line 19 - page 11, line 10 
see page 12, line 19 - line 23 


1,2.4,9 


X 


EP 0 339 607 A (ITAY SAMUEL) 2 November 
1989 

see claim 1; examples 1-3 


4-6,9 


X 


DE 43 06 661 A (SITTINGER MICHAEL DIPL 

BIOL ;BUJIA JESUS DR MED DR UNIV CAD (DE)) 

8 September 1994 

cited in the application 

see the whole document 


4,9 


X.P 


WO 95 30383 A (BIOSURFACE TECH INC) 16 
November 1995 

see page 10, line 4 - page 17, line 7 

_/.. 


4 



I DO 



Further documents arc listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



' Special categories of a ted documents : 

* A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E' earlier document but published on or after the international 

filing date 

'V document which may throw doubts on priority dairn(s) or 
which is a ted to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 
*0* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

I ' P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the 



filing date 



J'pruwuy date^aV*' nofin conflict with the apjriicmtion hut 
a ted to understand the principle or theory underlying the 



X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

V document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person stalled 
in the art. 

&* document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the 

7 April 1997 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 58 IS Patetulaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax <♦ 31-70) 340-3016 



Date of mailing of the international search report 

24.04.97 



Authorized officer 

Fernandez y Branas.F 



Form PCT/l$A/aiO (Meand thmt) <Jury 1»W> 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter rial Application No 

PCT/DE 96/02025 



CfContinuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 94 09118 A (GEN HOSPITAL CORP ;G0LDRING 
MARY (US)) 28 April 1994 
see the whole document 



1-10 



Form PCT/1S A/210 (coalinuaUoa of Mcood ih«l) (July 1W) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inten vai Application No 

PCT/DE 96/02025 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



EP 0358506 A 



14-03-90 



US 

us 

AU 
CA 
IL 
JP 
NZ 
W0 
US 

us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 



4963489 
5032508 
4211489 
1335657 
91536 
4501657 
230572 
9002796 
5443950 
5460939 
5510254 
5580781 
5516680 
5512475 
5541107 
5516681 
5578485 
5518915 
5266480 
5160490 



A 

A 

A 

A 

A 

T 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 



EP 0339607 A 



02-11-89 



US 
US 
AU 
AU 
ES 
IL 
JP 



5053050 A 
4904259 A 
625913 B 
3380889 A 
2051914 T 
90075 A 
2209811 A 



Publication 
date 



16-10-90 
16-07-91 

02- 04-90 
23-05-95 
31-10-96 
26-03-92 

23- 12-93 
22-03-90 

22- 08-95 

24- 10-95 

23- 04-96 

03- 12-96 
14-05-96 
30-04-96 
30-07-96 
14-05-96 
26-11-96 
21-05-96 
30-11-93 
03-11-92 



01- 10-91 
27-02-90 
16-07-92 

02- 11-89 
01-07-94 
26-08-94 
21-08-90 



DE 4306661 


A 


08-09-94 


DE 4431598 A 
WO 9420151 A 
EP 0687185 A 
JP 8511679 T 


07-03-96 
15-09-94 
20-12-95 
10-12-96 


WO 9530383 


A 


16-11-95 


AU 2468995 A 


29-11-95 


WO 9409118 


A 


28-04-94 


NONE 





Form PCT/tSAQlO (patent family a 



ii) (July IW) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intern ales Aktenzeichcn 

PCT/DE 96/02025 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N5/00 A61K35/32 C12Q1/0O 



Nach der Intemationaien PatcntkJassifikation (IPK) oder nach der nad onalen IQassiukation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Rechercruerter Mindestprufstoff (Klassiftkationssystem und IGasnfikationssymbole ) 



IPK 6 C12N 



Rcchcrchiertc eber nicht zum Mil 



ndestprufstoff gehorende Vcroffentlichungcn, soweil dies* unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationaien Recherche 



konsulnert* elektronwche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. vcrwendete Suchbegnffe) 



Kate gone* 



Bezeichnung der Veroffendichung, towat erforderfach untex Angabe der in Betracht 



Tdle 



EP 0 358 506 A (MARROW TECH INC) 14.Marz 

siehe Seite 6, Zeile 19 - Seite 11, Zeile 

siehe Seite 12, Zeile 19 - Zeile 23 

EP 0 339 607 A (ITAY SAMUEL) 2. November 
1989 , , , 

siehe Anspruch 1; Beispiele 1-3 

DE 43 06 661 A (SITTINGER MICHAEL DIPL 

BIOL ;BUJIA JESUS DR MED OR UNIV CAD (DE)) 

8. September 1994 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 



Betr. Anspruch Nr. 



1,2.4,9 



4-6,9 



4,9 



Weitere VerofTentiichungen find der Fortsctzung von Feld C zu 



0 



Siehe Anhang Patmtfamiue 



• Besondere Kategoncn von angegebenen Verdfferrtlichungen 

*A* V era ffentl ichung, die den allgemeinen Stand der Tecfanik definiert, 
aber nicht all besondcrs bedeutxam anzusehen tst 

*E" alteres Dokument, das jedoch em am oder nach dem inlernadonalen 
Anmcf dedatum verdffenthcht worden tst 

"L" VerofTmdichung, die gecignct ist, etnen Prtoritatsampruch zwafelhaft er- 
sSinen zu lasTen, oEr c&rcft d,e das V™^«V*^^*?ZrrU* 
andcren im Recherchenbericht genannten VerofTen^chung beiegt werden 
soil oder die aus etnem anderen be sonde ren Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

-O* Verofrenti khung. die nch auf cine mundhche Offenbarung, 

ane BertutzuntTcirK Ausstdlung oder andere MaBriahmen beacht 

•P- V^ftaSichSg, die vor dem internauonalen Aruneldedaturn, aber nach 
dem beaxispnichtrn Pnontatxdanim veroffentucht worden ist 



T* Spatere VerofTend ichung. die «'h dem ir^uonalen A S l £ ded * tUm 
cSer dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und milder 
XWldung nicht kolUdicrt, sondem nur zumVerstandnts dea der 
r^u^grundeuegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben tst ... 

■X- VcrdfTentlichung von besonderer Bedeutung; die ^anspruchte f™ 
k^aSwfiunddieser Verdffend ichung ««cht all neii oder auf 
erfindenscher Tatigkeit beruhend bctrachtet werden 

•Y' Verdffenutchung von besonderer ^_^^ t ?J^S^}f. Erf,nd 
km nicht ait auf crfinderischer Tahgkat beruhend bettTi^i^ 
werden, wenn die Verof fend ichung mil cuter odcr me ^«^ t "^ n ,. 
VeiSffenilichungen dteser Kategone in Vcrbmdung gebracht wird und 
dies* Verbinduag fur anen Fachmann nahelicgend ist 

*&' Veroffendichung, die Mitgjicd dersclben Patentfamilic ist 



Datum des Abschlusses der intemationaien Recherche 

7. April 1997 



des intemationaien Recherchenbei 



24.04.97 



Name und Postansehnft der Internationale 1 



Europauches Patentamt, P.B. 58 IS Patendaan 2 
NL - 22S0 HV Rijswiik 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Far (+31-70) 340-3016 



Bevoitmachtigtcr Bedicmteter 

Fernandez y Branas.F 



FormbUtl PCT/ISA/310 (BUa 2) (Jull 



Seite 1 von 2 



INTERNATTONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter naJej Aktcnzcichcn 

PCT/DE 96/02025 



C(Fortseteung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE U NTERLAG EN 



ICategone* 



Bezeichnung dcr VeroffenQichung. sowat erforderlich unter Angabe der in Betrecht kommendcn Tale 



Bctr. Anspruch Nr. 



X.P 



WO 95 30383 A (BIOSURFACE TECH INC) 
16. November 1995 

siehe Seite 10, Zeile 4 - Seite 17, Zeile 
7 

WO 94 09118 A (GEN HOSPITAL CORP ;G0LDRING 
MARY (US) ) 28. April 1994 
siehe das ganze Dokument 



1-10 



Fwmtiait PCT/ISA/UO «Fo»U«ttwnt 



BUU 3)<Jutt 19931 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intern "Bits AWenzeichen 

PCT/OE 96/02025 



Im Recherchenberichl 
angefuhrtes Patentdokurrrent 



Datum der 
Veroffendichung 



Mitglied(er) der 
Patenlfamilie 



EP 0358506 A 



14-03-90 



EP 0339607 A 



02-11-89 



US 
US 
AU 
CA 
IL 
JP 
NZ 
WO 

us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 
us 



4963489 
5032508 
4211489 
1335657 
91536 
4501657 
230572 
9002796 
5443950 
5460939 
5510254 
5580781 
5516680 
5512475 
5541107 
5516681 
5578485 
5518915 
5266480 
5160490 



A 

A 

A 

A 

A 

T 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 



US 
US 
AU 
AU 
ES 
IL 
JP 



A 
A 



5053050 
4904259 
625913 B 
3380889 A 
2051914 T 
90075 A 
2209811 A 



Datum der 
Verbffentlichung 



16-10-90 
16-07-91 

02- 04-90 
23-05-95 
31-10-96 
26-03-92 

23- 12-93 
22-03-90 

22- 08-95 

24- 10-95 

23- 04-96 

03- 12-96 
14-05-96 
30-04-96 
30-07-96 
14-05-96 
26-11-96 
21-05-96 
30-11-93 
03-11-92 



01- 10-91 
27-02-90 
16-07-92 

02- 11-89 
01-07-94 
26-08-94 
21-08-90 



DE 4306661 


A 


08-09-94 


DE 4431598 A 
WO 9420151 A 
EP 0687185 A 
JP 8511679 T 


07-03-96 
15-09-94 
20-12-95 
10-12-96 


WO 9530383 


A 


16-11-95 


AU 2468995 A 


29-11-95 


WO 9409118 


A 


28-04-94 


KEINE 





FotrabUti PCTVtSA/JIO (Anhtnt PiUf>«unib«HJ*»li 1992) 



